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Resumen

La fosforilacion de la glucosa catalizada por las hexocinasas (HXK) es el primer
paso fundamental para la utilizacion de glucosa. Aunque se conoce acerca del
metabolismo de la glucosa en especies de peces comerciales, el conocimiento
sobre éste, es casi nulo en el pez cebra (Danio rerio), que es un organismo
modelo importante para la investigacion biolégica. Nosotros buscamos los
genes de las hexocinasas en este pez por medio de analisis BLAST;
determinamos su expresion en higado, masculo, cerebro y corazon; evaluamos
su respuesta al ayuno y a la administracion de glucosa; y realizamos estudios
de homologia de secuencias para vislumbrar su historia evolutiva.
Confirmamos por estudios de RT-gPCR que las seis secuencias de DNA
anotadas como posibles hexocinasas en el genoma de este pez en el GenBank
del NCBI se transcriben. La distribucion de los genes de las HXKs en los
organos estudiados del pez cebra es similar a la de mamiferos, los cuales son
organismos evolutivamente distantes. De éstos genes, DrGLK y DrSHXK1 se
expresan en el higado del pez, DrHXK1 en cerebro y corazon, y DrHXK2 en el
musculo. El anico gen que respondio a la administracion de glucosa fue DrGLK
en higado. Su expresion es inducida aproximadamente 1 hora después de la
inyeccion intraperitoneal de glucosa, pero no después de la inyeccion con
solucion salina. La comparacion de las secuencias correspondientes del pez y
de mamiferos, implica que en ambos grupos taxondémicos, las principales
isoformas de musculo y cerebro son producto de la fusién del gen ancestral,
mientras que la glucocinasa del pez y de mamiferos ha permanecido sin

duplicar sus genes.



Palabras clave: Danio rerio, Ayunado, Alimentado, Glucocinasa, Utilizacién de

glucosa, Hexocinasa, Evolucion molecular, Inanicion

1. Introduccién

La fosforilacion de la glucosa catalizada por las hexocinasas (HXK) es el primer
paso fundamental para la utilizacién de glucosa. La familia de las hexocinasas
se compone de varias enzimas relacionadas evolutivamente; todas ellas
catalizan la fosforilacion de la glucosa para producir glucosa-6-fosfato. Las
cuatro isoenzimas de la hexocinasa en mamiferos (ATP: D-hexosa-6-
fosfotransferasa, EC 2.7.1.1) se designan como |, Il, Ill y IV de acuerdo a su
movilidad electroforética (Katzen et al.,, 1965). Las hexocinasas I, Il y lll
comparten varias propiedades, incluyendo su peso molecular de 100 kDa, una
alta afinidad por la glucosa e inhibicion por el producto de reaccion, que es la
glucosa-6-fosfato (Grossbard y Schimke, 1966). La hexocinasa IV o D (también
llamada glucocinasa hepatica) tiene un peso molecular de 50 kDa y posee
propiedades cinéticas que no comparte con las demas hexocinasas: (1) baja
afinidad por glucosa, (2) curvas de saturacion sigmoidales de su sustrato y (3)
la inhibicion por una proteina reguladora, asi como por una larga cadena de

acil-CoAs (Van Schaftingen, 1994).

Es muy probable que las hexocinasas hayan evolucionado a partir de un gen
ancestral que codificaba para una proteina de 50 kDa que dio lugar a las

hexocinasas de 100 kDa por eventos duplicacion/fusion, asi como para la



glucocinasa hepatica de 50 kDa (Ureta, 1982). La hexocinasa Il posee dos
sitios cataliticos distintos, uno en cada mitad de sus extremos carboxilo y
amino. Si bien las hexocinasas | y Il poseen solo un sitio activo en la mitad de
su extremo carboxilo, mientras que su extremo amino es cataliticamente
inactivo. Asi, se ha sugerido que la hexocinasa Il es la mas parecida a la
hexocinasa ancestral, que se generd por eventos de duplicacion/fusion de los

genes (Tsai y Wilson, 1995).

En cerebro y musculo de mamiferos las hexocinasas | y Il (respectivamente) y
la glucocinasa hepética, se han estudiado con mucho mas detalle que la
hexocinasa lll, la cual estd ausente o presente (en bajas cantidades) en
muchos tejidos; por lo tanto, su papel fisiologico es menos claro (Katzen y
Schimke 1965). El rasgo distintivo de esta Ultima isoenzima es que es inhibida
por el exceso de glucosa (Ureta, 1982). Debido a la baja Km de las
hexocinasas I, 1l y lll, estas mantienen su actividad maxima a concentraciones
de glucosa tan bajas como 0.1 mM, y estan practicamente saturadas a una
concentracion normal de glucosa en sangre (Ureta et al.1971a, b; Storer y
Cornish-Bowden 1976). En contraste, la muy alta Km (8 mM) de la glucocinasa
hepatica por la glucosa, concuerda con la cantidad variable de glucosa que
recibe el higado a través de la vena porta, lo que le permite al higado disminuir
la glucosa en sangre en el periodo postabsortivo (Niemeyer et al., 1975). La
glucocinasa hepatica también esta presente en células beta pancreéticas

glucosensibles y en regiones del cerebro como el hipotalamo, por lo que actla
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como censor de cambios en los niveles de glucosa circulante (Matschinsky et

al., 2006).

En contraste con los mamiferos, el control de glucosa en sangre en peces es
muy diferente, la utilizacion de carbohidratos es poco eficaz en muchas
especies, clasificandose como: pobre, intermedia o buena en otras (Panserat et
al., 2000a; Moon 2001). Por otra parte, existen numerosos informes sobre
estudios del metabolismo de la glucosa en especies comerciales (por ejemplo,
trucha dorada, trucha arcoiris y la carpa), incluyendo investigaciones acerca de
la distribucion en tejidos y la regulacion de su glucocinasa hepatica, la cual es
inducible por insulina y alimentos asi como sucede en mamiferos (Panserat et
al., 2000a, b; Soengas et al., 2006; Egea et al.,, 2007). Por otra parte, el
conocimiento es nulo acerca de la glucocinasa hepatica en el pez cebra, al
igual que, de su metabolismo de carbohidratos. El pez cebra es una especie
que se ha convertido en uno de los organismos modelo mas importantes para
la investigacion gendmica, biologia del desarrollo, fisiologica y de
enfermedades; aunado a que su genoma, se ha secuenciado recientemente
(NUsslein-Volhard y Dahm, 2002;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/quide/zebrafish/ ).

Debido al incremento en la importancia del pez cebra en muchas areas de la
investigacion biologica, y como parte de nuestro proyecto en curso sobre la

evolucion del control genético del metabolismo del carbono, buscamos los
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genes de las hexocinasas en el pez. De los seis genes anotados como
hexocinasas en el genoma del pez cebra en el GenBank del NCBI, realizamos
estudios de homologia de secuencias para vislumbrar su historia evolutiva y
determinamos su expresion en higado, musculo, cerebro y corazén para
estudiar la distribucion en dichos o6rganos por RT-qPCR. Analizamos su
respuesta al ayuno y a la administracion de glucosa, encontrando que la
glucocinasa hepatica del pez se comporta de manera similar a la glucocinasa

hepatica de mamiferos.

2. Materiales y Métodos

2.1. Andlisis in silico de las hexocinasas del pez cebra

Para determinar el grado de similitud de las seis secuencias anotadas como
hexocinasas en el servidor NCBI para el pez cebra, usamos el programa
BLAST con nucledtidos y proteinas, utilizando las secuencias de mamiferos
(rata y humano) y peces [(trucha dorada (Sparus aurata), trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) y carpa comun (Cyprinus carpio)] como referencia.
(Tabla 1). Las secuencias obtenidas se utilizaron posteriormente para
determinar la relacion filogenética entre las hexocinasas del pez y de los
mamiferos (ver mas adelante) asi como para el disefio de los oligonucledtidos
(Tabla 2) para cuantificar sus respectivos mRNA por medio del analisis de RT-

gPCR.
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Tabla 1. Numero de acceso de las secuencias de aminoacidos de las

hexocinasas reportadas en el GenBank del NCBI, usadas para el analisis de

similitud por BLAST Yy filogenia.

Species

Accession no

Human ( Hormo sapiers )
Hexnkinase [ (HsHXK1)
Hexpkinase [1{HsHXKZ)
Hexnkinase [l (HsHXEK3)
Glucokinase ( HsGLE)
Rat (Rattus morvegicies )
Hexnkinase | (RnHXK1 )
Hexokinase I1{RnHXK2)
Hexnkinase [l (RnHXE3)
Glucokinase (RnGLE)
Common carp (Cyprinus oorpeo ) (CoHXK] )
Gilthead seabream (Sparus aurata) (SoGLK)
Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) (OmGLE)
Zebrafish (Danio reria)
Similar o Hexokimase 1 (DrSHXK1)
Hexpkinase 1 (DrHXK])
Hexnkinase 2 (DrHXK2)
Glucokinase (DrGLEK)
Yeast {Saccharomyces cerevisioe )
Hexnkinase 1 (ScHXEK1)
Hexnkinase 2 (ScHXK2)
Glucokinase (SoGLEK)

P19367
P52789
P52790
P35557

POS708
P27BE1
P27926
NP_036&97
AAF2RES4
AAC3I3585
AAC3I35E6

XP_6862X23
AAHEB7330
AAH45496
AALZZ2 360

PO4BD6.2
MP_011261

NP_DO09E50
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Tabla 2. Secuencias de la familia de los genes de las hexocinasa (Gen Bank,

NCBI) y sus secuencias de oligonucledtidos (5" 3) usadas en este estudio.

SEequence ACcession no.  SEnse Anti-sense Probe
Glucokinase AALZZ 360 GAS GLGTGGA GOC GG AAT CCT GAA GAT
(DrGLE) AAC CAA ACA GTAATC A48 GO ATG ACC
TCACAT G CAACA G
ADP-dependent NM_001079965 TCA GAT AAG CGTTIC CGC CCA  CAGAGT ATC
glucokinase 1 GAG GITTTC CAT AAA GC 00 GG CTC
[DrADPGED ) CAG AGL AT A
ADP-dependent XM_GBOEGS GOC AAC AGL GCTGTTTAG CCA TG AGT
glucokinase Z TAT ATT TC CATCTC CTG CCA GAT ATG
(DrADPGEZ ) CAT AGT GA AAATTG C
Hexokinase 1 BCOGT330 GLT GAATTG CCT CTTGAT ACT GTG AAG
(DrHXE ) GAC GAA GGG COOCCTCTCT GG AAG ATG
CTT TAA CAG AAG T
Hexokinase 2 BCO454596 AAS ACT CGC CTC AAT GOC ATC TGC GAC
[ DrHXE2Z ) GGG ATCTIC GA - AAACGA TCA AANGAACTT
CTT TCA
Simuilar o XM_BE1131 AAG GTG GTC GG ACT GOC CCA TGT GOG
hexokinase 1 CGC CAT CTG ACTTTCAGACA TITTCTG
(DrSHXK1)
2.2. Peces

Los ejemplares del pez cebra (Danio rerio) fueron donados por el Acuario de la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Nacional Autébnoma de México
(UNAM). Para el andlisis, se utilizaron machos juveniles con un promedio de
edad de 60 dias, que se mantuvieron de acuerdo a protocolos estandar
(Nusslein-Volhard, 2002). Su peso fue de 0.21 + 0.055¢g (n=60). Los peces se
alimentaron dos veces al dia a saciedad y que son los que denominamos

“peces alimentados”. Para alimentar a los peces, utilizamos un alimento
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comercial [Dry Fish Flakes de Tropical Fishes (Wardley, New Plymouth, New
Zealand)], que contiene: 40% de proteinas y 4% de grasa como minimo y 5%
de fibra, 8% de humedad y 19% de cenizas como maximo. Los peces se
sacrificaron por decapitacion usando los protocolos aprobados por el Comité de

Etica de Animales de Investigacion de la UNAM (www.unam.mx).

2.3. Disefio Experimental

Posteriormente, determinamos el nivel de expresion de cada uno de los genes
preferentemente expresados en los o6rganos estudiados de los peces
alimentados (n=5), y se compararon con los niveles de expresion de las
hexocinasas de los peces ayunados por 48 hrs. Ademas el curso del tiempo de
la expresion del mRNA de las hexocinasas se determino 15, 30, 45 y 60 min
(n=5 cada uno) después de inyectar intraperitonealmente (IP) una solucion de
glucosa (300mg/kg; Harmon et al., 1991) a los peces ayunados por 48 hrs
mientras que al grupo control se le inyecto solucion salina. La sangre se
recolecto en todos los animales al momento de la decapitacién para determinar

la concentracion de glucosa.

2.4. Extraccion de RNA y analisis por RT-gPCR

Al higado, musculo, cerebro y corazén se les extrajo el RNA total por medio del
método del TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acuerdo con el

protocolo del fabricante. La concentracién del RNA se determino mediante su

15


http://www.unam.mx/

absorbancia a una longitud de onda de 260nm. Para eliminar los restos de DNA
genomico, el RNA fue digerido con DNasa | (Qiagen, Valencia, CA, EE.UU.). La
integridad del RNA fue confirmada por electroforesis en un gel de agarosa al
1%. Después, se realizaron diferentes diluciones del RNA total de cada uno de
los organos (50, 250, 500 y 1000 ng), estos RNAs se convirtieron a cDNA
usando la transcriptasa reversa M-MLV y los hexameros al azar (Primers;
Invitrogen). Los resultados se normalizaron con la sonda TagMan 18SrRNA de
humano (Applied Biosystems). La expresion de los mRNAs se cuantifico
mediante la amplificacion correspondiente de sus cDNAs por PCR en tiempo
real (QPCR) utilizando sondas TagMan de 200 a 250 pb (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) (Tabla 2), incubando 1ul del cDNA en 10ul de volumen
de reaccion. Las determinaciones se realizaron por triplicado, la amplificacion
se realizo utilizando un equipo ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. El andlisis de los datos para la
cuantificacion de RNA se realizO0 por el método comparativo Cr (Livak y

Schmittgen, 2001).

2.5. Cuantificacion de Glucosa

La glucosa en sangre se obtuvo inmediatamente después de la decapitacion
de los peces y se midi6 con en el glucometro Optium Xceed de Abbott
(Alameda, CA, USA). Dicha concentracién no fue determinada en plasma,
debido a que la cantidad de sangre que se puede obtener por animal es muy
pequeia, en promedio un pez cebra cuenta con alrededor del 3% de sangre

con respecto a su masa (Nusslein-Volhard, 2002); la diferencia entre la
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concentracion en los dos fluidos es de aproximadamente 15%, pero para
nuestros propositos los valores absolutos de cada uno no son tan relevantes

como la diferencia entre ellos.

2.6. Andlisis de la evolucién molecular

Las estructuras de las uniones de cada uno de los genes de las hexocinasas
de D. rerio se determinaron por recopilaciéon de la informacion obtenida en el
servidor NCBI. Las mitades amino y carboxilo de cada una de las hexocinasas
de 100 kDa se analizaron como si fueran polipéptidos independientes (Wilson,
1995). Los alineamientos se realizaron utilizando el programa CLUSTAL W
(Higgins y Sharp, 1988). Los numeros de acceso al GenBank de las secuencias
de aminoacidos utilizados en este estudio se encuentran en la Tabla 1. El arbol
filogenético se construyo con el software MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007) y el
analisis estadistico se realizé con el método Neighbor-Joining (N.J.) usando un

valor de arranque de 1000 repeticiones (Saitou y Nei, 1987).

2.7. Andlisis Estadistico

Los resultados de al menos tres experimentos independientes se presentaron
como la media + la desviacion estandar (SD). Para la diferencia entre los
grupos se realizo el andlisis de ANOVA utilizando el software GrashPad Prism
v.4 para Macintosh (GraphPad Software, Inc.). Las diferencias se consideran

estadisticamente significativas a un nivel p<0.05.
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3. Resultados

3.1. Estructura

De acuerdo al GenBank del NCBI, el genoma del pez cebra tiene anotadas seis
secuencias referidas como hexocinasas (Tabla 1). En nuestro analisis
encontramos, que estas secuencias son similares a aquellas que ya han sido
probadas como hexocinasas en otros peces (carpa comuan, trucha dorada y
trucha arcoiris), (Panserat et al., 2000a, b), asi como en la rata y el humano. La
estructura gendmica de la familia multigénica de las hexocinasas del pez cebra
comparada con las de humano y rata se muestran en la figura 1. Tres de los
genes del pez (DrGLK, DrADPGK1 y DrADPGK?2) codifican para proteinas que
tienen un peso molecular de 50 kDa, estos genes tienen siete exones y estan
localizados en los cromosomas 8, 25 y 17 respectivamente. Los otros tres
genes codifican para proteinas con un peso molecular de 100 kDa DrSHXK1 y
DrHXK1 y contienen 18 exones mientras que DrHXK2 solo tiene 16 (Figura 1).
La localizacion cromosdémica de la primera no se conoce, mientras que de las
otra dos se sabe que estan en los cromosomas 13 y 5 respectivamente. Estas
secuencias se usaron para el disefio de sondas TagMan y corroborar asi la

expresion de sus respectivos mRNA por RT-gPCR.
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Figural. Estructura gendmica de las hexocinasas de humano, rata y pez cebra.
Los rectangulos representan a los exones y las lineas a los intrones. Los
nameros indican el tamafio del exén en nucleétidos. Los numeros de acceso
utilizados para determinar la estructura de las tres familias de hexocinasas
estan descritos en las tablas 1 y 2. Los intrones se redujeron para efectos de
esta presentacion. Hs: humano (Homo sapiens), Rn: rata (Rattus norvegicus),
Dr: pez cebra (D. rerio); HXK1: hexocinasa 1, HXK2: hexocinasa 2, SHXK1:
similar a hexocinasa 1, GLK: glucocinasa, ADPGK1: ADP-dependiente de

glucocinasa 1, ADPGK2: ADP-dependiente de glucocinasa 2.
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Figura 2. Cantidades relativas de los RNA mensajeros de las diferentes
hexocinasas del pez cebra presentes en higado, masculo, cerebro y corazon.
Los RNA mensajeros son representados como fraccion del maximo nivel de
expresion en cada 6rgano. Las abreviaciones son las mismas que en la figura
1. En higado se expresan principalmente DrSHXK1 y DrGLK, la diferencia de
los niveles de expresion entre ellas no es estadisticamente significativa
(p>0.05). En musculo son expresadas DrHXK1 y DrHXK2, la diferencia entre
sus niveles de expresion es estadisticamente significativa (p<0.001). Por
ultimo, DrHXK1 es la Unica isoenzima sustancialmente expresada en cerebro y

corazon.
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3.2. Expresion de la hexocinasas en los diferentes 6rganos

Para nuestro estudio, utilizamos estas secuencias de hexocinasas para
cuantificar sus RNA por RT-qPCR (Tabla 2). Las secuencias DrGLK vy
DrSHXK1 son las que se expresan preferentemente en el higado, la DrSHXK1
es la que se expresa en menor cantidad. En muasculo las hexocinasas con
mayor expresion son las DrHXK1 y DrHXK2, aunque la primera en menor
grado. DrHXK1 también se expresa en cerebro y corazon. DrADPGK1 y
DrADPGK2 tienen niveles de expresion muy bajos en los 6rganos estudiados,
pero esto fue suficiente para confirmar que no son pseudogenes. Sin embargo,

no fueron considerados para estudios posteriores.

3.3. Respuesta de las hexocinasas al ayuno y a la administracion de glucosa

Analizamos la expresion de los genes de las hexocinasas en cuatro érganos,
en respuesta a la inanicion y subsecuente administracion de glucosa (datos no
mostrados). Solo la expresion de la hexocinasa DrGLK cambia
significativamente en el higado de los peces en ayuno, de 100-110 a 10-15ng
de RNAm. (p<0.001), mientras que el nivel de la glucosa en sangre fue de
aproximadamente 10mM en ambos grupos. No hubo una diferencia
estadisticamente significativa (p>0.05) en los niveles de expresion de los genes
DrHXK1, DrHXK1 y DrHXK2 en los diferentes érganos, comparando los grupos

en ayuno con los que se alimentaron (resultados no mostrados)
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Basados en estos resultados, medimos la expresion del gen DrGLK a
diferentes tiempos en higados de animales en ayuno y después de la
administracion de glucosa, y utilizamos como control peces a los que se les
inyecto solucion salina (figura 3). EI RNAm de la DrGLK fue sustancialmente
incrementado en el grupo inyectado con glucosa, pero solo después de una
hora de la inyeccion, mientras que en el control no cambio. Por otro lado, hubo
un rapido aumento (15min.) de glucosa en sangre, la cual se mantuvo en un
nivel alto hasta los 60min. después de la inyeccion de glucosa. No se
observaron cambios en las concentraciones de glucosa en sangre de los peces

inyectados con solucién salina.

3.4. Andlisis Filogenético

Determinamos la relacion filogenética entre los genes de las hexocinasas de
peces y de mamiferos en un esfuerzo por vislumbrar la evoluciéon de su
expresion en los 6rganos de vertebrados. El arbol filogenético (figura 4)
muestra cuatro grupos. El Grupo 1 que corresponde a la familia de genes de
referencia de las hexocinasas, también llamado grupo externo. El Grupo 2 que
posee las hexocinasas con el extremo amino. Este grupo puede ser dividido en
2 subgrupos: musculo y cerebro. El grupo 3 incluye las hexocinasas con el
extremo carboxilo. Este grupo también puede ser dividido en los subgrupos
muasculo y cerebro. El Grupo 4 tiene el tipo de hexocinasas llamadas
glucocinasas, las cuales tienen un peso molecular de 50 kDa y se expresan en
higado. Otras caracteristicas que se pueden ver en la figura 4, son que la

DrHXK1 hace clado con la isoenzima de cerebro de mamiferos, asi como con
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la DrHXK2 de musculo. Esta caracteristica se conserva tanto en los extremos
amino y como en las carboxilo. Por ultimo, DrSHXK1, RnHXK3 y HsHXK3 no

forman ningun clado.

4. Discusién

Las hexocinasas tienen un papel fundamental en el control de los flujos de
carbono, ya que catalizan el primer paso limitante de la glucolisis (Postic et al.,
2001). Estamos interesados en estas enzimas en el pez cebra, por que es un
importante organismo modelo para la investigacion bioldgica, y como parte de
un amplio estudio del metabolismo de carbono en eucariontes que estamos
realizando (manuscrito en preparacion). El nimero de genes para esta familia
de hexocinasas varia entre grupos taxonomicos; por ejemplo, los seres
humanos y los roedores tienen cuatro de estos genes, mientras que la levadura
y el nematodo tienen tres. En el GenBank del NCBI existen seis secuencias
anotadas en el genoma del pez cebra como hexocinasas y confirmamos que
estas codifican para este tipo de enzimas mediante el andlisis de sus mRNA
por RT-gPCR y mediante el estudio de su relacion filogenética con hexocinasas
de otros grupos taxonomicos. De estas, DrGLK parece ser el ortélogo de la
glucocinasa hepatica de mamifero (RnGLK de rata y HsGLK de humano) sobre
la base del 85% de homologia y peso molecular similar, su expresién especifica
en higado (figura 2), la respuesta al ayuno y a la administracion de glucosa

(figura 3) asi como el clado al cual pertenecen (figura 4).
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Figura 3. Nivel de expresion del gen DrGLK a través del tiempo después de la
administracion de glucosa. El histograma indica la cantidad de mRNA de
DrGLK; barras en color negro para peces inyectados con solucién salina (S.S.)
y en gris para los peces inyectados con glucosa (G). La linea punteada indica
la concentracion de glucosa en sangre del grupo S.S. mientras que la linea
continua indica la concentracion de glucosa en sangre del grupo G. La
comparacion entre alimentados y ayunados muestra una disminucion del nivel
de expresion cuando los peces estaban en ayuno, mientras que la
concentracion de glucosa permanece practicamente constante a traves del
tiempo. Para el grupo G (gris) el nivel de expresion de DrGLK fue restablecido
cerca del 50% con respecto a los alimentados 60 min. después de la inyeccion,
mientras que rapidamente incrementd la concentracion de glucosa y

permanecio asi durante la primera hora.
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Figura 4. Arbol filogenético de las proteinas hexocinasa de distintas especies.
El arbol fue construido usando el software MEGA versién 4.0 (Tamura et al.,
2007), por el método de N.J. con un valor de Bootstrap de 1000 repeticiones.
Los valores de Bootstrap estan indicados sobre las ramas. La Ay la C después

del nombre del gen denotan la mitad amino y carboxilo respectivamente. Los
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circulos indican los subgrupos cerebro y musculo. Los nimeros de acceso
estan indicados en la Tabla 1. Las abreviaciones son las mismas que en la

figura 1. Véase el texto para la explicacion detallada.

En mamiferos, la GLK hepética tiene una Km muy alta por la glucosa, lo que
permite que la glucosa entre al higado y se acumule como glucégeno durante
el periodo posterior a la absorcién. La GLK es también un componente
importante de la regulacién de glucosa en sangre, que actia como el censor
principal de glucosa en células beta pancreéticas, hepatocitos y regiones del
cerebro como el hipotdlamo (Matschinsky 1990; Polakof et al., 2007). Por otro
lado, el gen DrGLK es mas corto que el ortélogo de mamiferos, asi como su
cDNA (800 vs. 1200 pb) que tiene 7 exones en comparacion con los 10 de
mamiferos (Figura 1), aunque su cDNA es similar al cDNA de la GLK hepética
en otros peces, como la trucha dorada, la trucha arcoiris y la carpa comun
(Panserat et al., 2000a). Las otras dos secuencias del pez cebra de 50 kDa,
anotadas como genes hexocinasa en el GenBank, DrADPGK1 y DrADPGK2
tienen baja homologia con la GLK hepéatica de mamifero (2-5%) y niveles de
expresion muy bajos en los 6rganos estudiados. Por lo tanto, no los incluimos

en el analisis de expresion y filogenia.

En el genoma del pez cebra hay tres genes de hexocinasa adicionales con un
peso molecular de 100 kDa, que son DrHXK1, DrHXK2 y DrSHXKL1. Ellos han

sido considerados como producto de la fusion de un gen ancestral de 50 kDa
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(Tsai y Wilson, 1995) y tienen 50-85% de identidad con las HXKs I, Il y Il de
mamiferos. DrHXK1 es probablemente el ortélogo de RnHXK1 y HsHXK1,
mientras que DrHXK2 parece ser el ortdlogo de RnHXK2 y HsHXK2, sobre la
base de 50-85% de homologia de secuencia, similar peso molecular (Figura 4),
expresion en los mismos 6rganos (Figura 2), similar respuesta al ayuno y a la
administracion de glucosa (Figura 3). Al igual que en los mamiferos, la
evolucion ha dispersado a esta familia de genes de hexocinasas del pez cebra
por sus diferentes cromosomas. En los seres humanos, por ejemplo, HsHXK1,
HsHXK2, HsHXK3 y HsGLK se encuentran localizados en los cromosomas,
10922, 2p13, 5035.2 y 7p15.3—pl5.1; respectivamente (NCBI). De hecho,
miembros de muchas familias de genes en los animales estan localizados en
diferentes cromosomas. El criterio para considerar familias de genes esta
relacionado con parametros, como el porcentaje de similitud mayor a 50%, la
ontologia de genes, la conservacion y actividad de sus dominios, la

conservacion estructural, etc. (Li 1997).

Es interesante, el hecho de que la distribucion de los genes de las HXKs en los
organos sea similar en el pez cebra con respecto a los mamiferos, y que
también estén relacionados filogenéticamente (figuras 2 y 4). DrHXK1, RnHXK1
y HsHXK1 prevalecen en cerebro; DrHXK2, RnHXK2 y HsSHXK2 se expresan
principalmente en musculo y DrGLK, RnGLK y HsGLK se expresan en higado.
Estas semejanzas en los patrones de expresion, sugieren que su distribucion
en los 6rganos, y por tanto, su ontogénesis, pudo haber sido la misma que en

su ultimo ancestro comun, antes de la division de los ciprinidos y los
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mamiferos, hace aproximadamente 450 millones de afos (Powers 1991).
Ademas del bajo nivel de expresion de DrADPGK1 y DrADPGK2, estas no
hacen ningan clado (datos no mostrados), por lo tanto, es dificil establecer sus

relaciones filogenéticas y ortologia.

Aunque la familia multigénica de las hexocinasas existe en muchas especies,
Su respuesta a carbohidratos difiere considerablemente entre ellas, por
ejemplo, los seres humanos tienen una glucocinasa hepatica que se adapta
segun sea la entrada de glucosa a la vena porta, incrementando su actividad
enzimatica con el aumento del aporte de glucosa. (Borrebaek et al., 1970). En
anfibios como el sapo (Bufo spinulosus), la actividad de la glucocinasa no
cambia después de varios dias de ayuno (Ureta et al., 1978). La respuesta es
variable en diferentes especies de peces, y han sido clasificados de acuerdo a
Su pobre, intermedia o buena utilizacién de glucosa (Panserat et al., 2000a), la

respuesta del pez cebra, no habia sido estudiada antes.

Se estudiaron los niveles de mRNA de DrSHXK1, DrHXK1, DrHXK2 y DrGLK
en higado, musculo, cerebro y corazon, con un ayuno de 48hrs, seguido de la
administracion de glucosa. Encontramos que, como en mamiferos, el inico gen
que responde a la glucosa es DrGLK en el higado, disminuyendo su expresion
en casi un 85%, mientras que la expresion de los otros genes no cambio en el
resto de los 6rganos estudiados (resultados no mostrados). La figura 3 muestra

los cambios del MRNA de DrGLK en funcion del tiempo después de la
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administracion de glucosa. Se puede ver que, la glucosa en sangre aumenta
inmediatamente después de su administracion, mientras que la expresion del
RNAmM de DrGLK incremento cerca del 50% con respecto a los alimentados 1hr
después su administracion. La inyeccion con solucion salina no cambio la
expresion de DrGLK o la concentracion de glucosa durante la primera hora
después de su administracion. Estos resultados indican que, aunque la
inyeccion IP induce estrés y éste indiscutiblemente altera el metabolismo
energético de los peces, no se refleja en la expresion del gen glucocinasa. Por
lo tanto, se observa que los efectos genéticos de la suspension y la

readministracion de glucosa son similares a lo observado en mamiferos.

El &rbol filogenético de la figura 4, confirma la ortologia entre los genes de las
hexocinasas del pez cebra y de mamiferos. Por ejemplo, DrHXK1, DrHXK2 y
DrGLK se expresan en los mismos érganos en ambos grupos taxonémicos.
Dos hechos adicionales se pueden ver en la figura 4. 1) el extremo amino de
RnHXK3 y HsHXK3 fue separado antes que la glucocinasa hepatica y parece
ser la secuencia ancestral de HXKs y GLK en vertebrados; 2) el extremo
carboxilo de estas HXKs se separd después de las GLKs hepdticas siendo
probablemente ortélogos a la secuencia ancestral del extremo carboxilo en
vertebrados. Por ultimo, para investigar las secuencias reguladoras del pez
cebra, la rata y el humano, se analizaron 1500pb rio arriba del codén de
iniciacion (ATG), de los genes de HXK de estas especies, utilizando el software

del servidor TRANSFAC (http://www.gene-requlation.com/) para este proposito.

No encontramos ninguna relacion entre los perfiles de expresién en los érganos
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estudiados del pez y de mamiferos con la posible presencia de factores
transcripcionales. Especulamos que las secuencias responsables de la
regulacion de la expresion en los 6rganos no fueron incluidas en los segmentos

analizados.

En conclusion, confirmamos que el genoma del pez cebra tiene seis genes de
hexocinasas: DrGLK, DrADPGK1, DrADPGK2, DrHXK1, DrHXK2 y DrSHXK1.
DrGLK y DrSHXK1 se expresan principalmente en higado, DrHXK1 en cerebro
y corazon, mientras que DrHXK2 en musculo. Su ortologia con mamiferos (rata
y humano) es de la siguiente manera: DrGLK es la ortéloga a GLK, DrHXK1 es
a HXK1 y DrHXK2 es a HXK2. DrGLK tiene una respuesta similar al ayuno y a
la administracion de glucosa asi como la tiene la GLK hepética de mamiferos.
Como perspectiva a esto, queda analizar en detalle el papel de la DrGLK en la

homeostasis de la glucosa en el pez cebra.
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